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O cogumelo comestível Pleurotus ostreatus var. florida conhecido como 
“Hiratake” é um dos cogumelos consumidos no Brasil, apresenta alto valor 
nutricional, além de propriedades nutracêuticas. Este basidiomiceto foi cultivado em 
meio líquido com o objetivo de obter os exopolissacarídeos e a biomassa micelial. 
Foram utilizados os meios CZAPECK e POL, os quais forneceram 525 mg.l-1 e 530 
mg.l-1de EPS e 3 g.l-1 e 2,53 g.l-1 de biomassa micelial, respectivamente. A partir dos 
EPSs foram caracterizadas mananas similares, independente do meio no qual o 
micélio foi cultivado. Estas são compostas por uma cadeia principal formada por α-
Manp-(1→6)-ligadas, parcialmente substituída em O-2 por cadeias laterais de 
diferentes tamanhos, as quais contêm unidades de α-Manp 2-O- e 3-O-substituídas 
e uma massa molar de 3,9.104 g.mol-1 e 4,6.104 g.mol-1, para as mananas obtidas a 
partir do meio CZAPECK e POL, respectivamente. Ainda, a partir da biomassa 
cultivada em meio CZAPECK foram obtidos extratos aquosos e alcalino, os quais 
foram submetidos a processos de purificação. Estas frações foram caracterizadas 
quanto a sua estrutura química com análises, incluindo metilação-GC-MS e RMN-
13C, desta forma foi observada a presença de uma manogalactana, glicogênio e uma 
β-glucana. A manana obtida a partir do EPS produzido pelo cultivo do micélio em 
meio líquido POL (fração M-EP) foi analisada quanto a sua atividade antinociceptiva 
e antiinflamatória, e foi observado que este polímero promoveu uma inibição da 
resposta nociceptiva induzida pelo ácido acético em 91 ± 7% na dose de 100 mg/kg, 
porém não apresentou atividade antiinflamátoria. Os resultados mostram que é 
possível obter, tanto polímeros similares, quanto diferentes àqueles encontrados no 
basidioma, desta forma o cultivo submerso apresenta um potencial na produção de 
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Os basidiomicetos, muitos destes, conhecidos popularmente como 
cogumelos, vêm sendo extensivamente estudados, devido principalmente ao 
interesse medicinal, que é atribuído à presença de polissacarídeos que atuam como 
modificadores de resposta biológica. Dentre as ações reportadas, destacam-se as 
atividades: hipoglicemiante, antiviral, antiinflamatória e principalmente antitumoral. 
O primeiro passo para esses estudos é a obtenção de seus polissacarídeos. 
Estes podem ser provenientes do basidioma ou do cultivo submerso, que fornece os 
exopolissacarídeos, presentes no meio de cultura, e o micélio para sua posterior 

















FIGURA 1 - ESQUEMA DO BASIDIOMA DE BASIDIOMICETOS (A); 
CRESCIMENTO MICELIAL EM PLACA COM MEIO BDA (B), MICÉLIO 
EM FORMA DE PELLETS EM CULTURA SUBMERSA (C) DE 
Pleurotus eryngii 
















A caracterização estrutural dessas moléculas é importante para o 
entendimento de seus mecanismos de ação, uma vez que a maioria dos estudos 
relacionados à atividade biológica utiliza o extrato bruto de basidiomicetos e este, em 
geral, apresenta uma mistura de polissacarídeos de estruturas distintas. Desta 
forma, não se pode afirmar quais as moléculas que, de fato, teriam algum efeito 
farmacológico. O isolamento e a caracterização destes polímeros são etapas 
importantes para elucidar esta questão. 
O cultivo submerso de basidiomicetos é uma alternativa na obtenção de 
polissacarídeos por apresentar vantagens como, maior controle sobre as condições 
de cultivo, como pH, temperatura e composição do meio de cultura. Além disso, 
apresenta um período de tempo mais curto quando comparado com o cultivo em 
substrato sólido (serragem, palha de arroz, etc), tanto para a obtenção dos 
exopolissacarídeos quanto dos polissacarídeos provenientes do micélio. 
A partir da revisão bibliográfica foi observado que trabalhos relacionados à 
caracterização da estrutura fina de polissacarídeos obtidos em cultivo submerso de 
basidiomicetos, os exopolissacarídeos e polissacarídeos obtidos por extração do 
micélio, vêm recebendo certo destaque. No entanto, ainda há poucos estudos 
dessas fontes quando comparados aos estudos relacionados aos polímeros obtidos 
a partir do basidioma. 
Pleurotus ostreatus var. florida foi o material de escolha para a realização 
deste estudo por se tratar de uma espécie recentemente estudada em nosso 
laboratório (Química de Carboidratos-Departamento de Bioquímica e Biologia 
Molecular – UFPR), quanto às estruturas polissacarídicas presente no basidioma. 
Contudo, o cultivo submerso deste basidiomiceto visando à obtenção de 
polissacarídeos extracelulares e micelial, bem como a caracterização da estrutura 
fina destes polímeros, ainda não foi descrita na literatura. Assim, será possível fazer 
uma análise comparativa dessas fontes de polissacarídeos e revelar qual o 










1.1. OBJETIVO GERAL 
 
 
Caracterizar a estrutura fina de exopolissacarídeos e polissacarídeos do 
micélio obtidos por cultivo submerso de Pleurotus ostreatus variedade florida, 
comparando-os com as estruturas encontradas no basidioma.  
 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Isolar o micélio de P. ostreatus var. florida através de fragmentos do basidioma 
do cogumelo em meio de cultivo; 
 Cultivar o micélio de P. ostreatus var. florida em cultura submersa com a 
finalidade de obter biomassa micelial e os exopolissacarídeos; 
 Isolar, purificar e caracterizar estruturalmente os exopolissacarídeos obtidos; 
 Extrair os polissacarídeos do micélio para obter extratos aquosos e alcalinos; 
 Purificar e caracterizar estruturalmente os extratos obtidos do micélio; 
 Analisar comparativamente os polissacarídeos encontrados no micélio e no 
meio de cultivo. 
 Submeter a fração polissacarídica purificada a testes biológicos: Atividade 




2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1 Pleurotus spp. 
 
 
Mais de 1000 espécies de Pleurotus foram descritas no mundo, no entanto 
aproximadamente 50 destas são reconhecidas como válidas para este gênero 
(GUZMAN, 2000).  
A maioria das espécies conhecidas do gênero Pleurotus é comestível, sendo 
o Pleurotus ostreatus (“Shimeji”; cinza) um dos mais consumidos. Outras espécies 
como P. ostreatus variedade florida (“Hiratake”; branco), P. ostreatoroseus (Salmão) 
















FIGURA 2 – Pleurotus spp: P. ostreatus var. H1 (A); P. ostreatus var. florida (B);  
P. citrinopileatus (C); P. eryngii (D) e P. ostreatoroseus (E) 
 
Os “cogumelos Ostra”, como são conhecidos os Pleurotus, são boas fontes 
de carboidratos, contendo alta quantidade de fibras, além de proteínas com quase 










Os fungos deste gênero são conhecidos por serem eficientes na degradação 
de lignina, sendo capazes de crescer em troncos de árvores vivas e mortas, 
principalmente em florestas de clima temperado (GUNDE-CIMERMAN, 1999). Estes 
organismos produzem enzimas extracelulares como lignina peroxidase, manganês 
peroxidase e lacases (fenol oxidases) que podem modificar e degradar a lignina, 
tornando-os conhecidos como fungos de podridão branca. 
Por apresentarem estas características, muitos cogumelos deste grupo têm 
sido utilizados na degradação de resíduos de matéria orgânica oriunda da 
agricultura, tais como casca de café, palha de trigo, bagaço de cana-de-açúcar, 
serragem, entre outros (CROAN, 2000, LABARÈRE; BOIS, 2002). Desta forma, o 
cultivo de Pleurotus sp. vem se tornando uma forma de utilizar melhor estes 
recursos, e ainda, os resíduos orgânicos produzidos pelo fungo podem ser utilizados 
na alimentação bovina, uma vez que tem se observado que este material tem uma 
melhor digestibilidade comparado ao material não colonizado pelo cogumelo 
(ZADRAZIL,19841 apud LABARÈRE; BOIS, 2002). 
Além do cultivo em substratos, as espécies de Pleurotus vêm sendo 
cultivadas em meio liquido (cultivo submerso), sendo o Pleurotus ostreatus uma das 
espécies mais estudadas em termos de obtenção de biomassa micelial e 




2.2 CULTIVO EM CULTURA SUBMERSA 
 
 
O cultivo submerso parece ter iniciado com o objetivo de produzir biomassa 
micelial utilizando meio liquido obtido a partir de restos de suco de pêra e aspargos 
(HUMFELD, 1948). Desta forma, poder-se-ia obter o cogumelo com baixo custo e 
em grande escala, com a finalidade de utilizá-los em sopas, como aromatizante e 
espessante (SUGIHARA; HUMFELD; 1954). 
                                               
1 ZADRAZIL, F. Microbial conversion of lignocellulose into feeds. In: SUNDTAL; E. OWEN 





Atualmente têm sido utilizadas ferramentas estatísticas como a “Plackett-
Burman design” (WANG; LU, 2004), “Taguchi method” (CHANG et al., 2006), 
Delineamento composto central rotacional (WU et al., 2008), dentre outros. Estes 
métodos determinam a relação mútua de fatores que interferem no cultivo de 
Basidiomicetos, e busca o meio de cultivo e as condições de cultivo (pH, 
temperatura, entre outros) mais adequadas a cada espécie. Estes métodos são 
utilizados para otimizar o processo diminuindo o tempo de cultivo e uma produção 
maior de biomassa micelial e menor número de cultivos, quando comparado com o 
método tradicional, no qual, as fermentações são realizadas modificando apenas um 
fator e mantendo as demais - “One-factor-at-a-time design” (WU et al., 2008). 
A produção de polissacarídeos em cultivo submerso de basidiomicetos 
apresenta grande potencial biotecnológico por apresentar vantagens como alta 
produção de biomassa micelial em espaço reduzido, tempo de cultivo mais curto e 
menores chances de contaminação (WU et al., 2008). 
Um estudo com 56 espécies de basidiomicetos, incluindo espécies de 
Pleurotus, mostrou que muitos desses cogumelos produzem polissacarídeos 
extracelulares, mas que são necessários estudos detalhados para cada espécie 
visando a otimização dessa produção (MAZIERO, 1996). 
Diversas condições de cultivos de basidiomicetos em cultura submersa vêm 
sendo exploradas e têm se observado que estes estudos fisiológicos são de grande 
importância para a produção de micélio e de exopolissacarídeos. 
O tempo de cultivo foi um dos fatores importantes no cultivo de Pleurotus 
ostreatoroseus e P. ostreatus “florida” em meio liquido POL. Sendo que o tempo 
ótimo de incubação para a produção de EPS foi de sete dias e para a produção de 
biomassa nove dias, sugerindo que à medida que a fonte de carbono se exaure do 
meio, há um decréscimo no rendimento de EPS, por consumo deste durante o 
processo (ROSADO et al., 2003a). Porém, tal fenômeno não foi observado em 
estudo com P. ostreatus, o qual não apresentou uma diminuição no rendimento de 
EPS no decorrer do tempo (GERN et al., 2008). 
Outro ponto importante é a concentração inicial e o tipo de fonte de carbono 
utilizado. Em Ganoderma applanatum a temperatura e a concentração de glucose no 
meio foram fatores que levaram a uma produção diferenciada de exopolissacarídeo 
e biomassa micelial. Para um rendimento ótimo do EPS foi necessária uma 




que para a melhor obtenção de biomassa, a temperatura foi de  
10-15 ºC e uma menor relação da concentração de carbono/ nitrogênio (LEE et al., 
2007). Para Agaricus brasilienses, a melhor fonte de carbono foi a sacarose, à 
temperatura de 30 ºC e pH de 6,1, o que resultou em um aumento de 78,62% na 
produção de exopolissacarídeos (FAN et al., 2007). 
Alguns trabalhos utilizaram diferentes fontes de carbono, como celobiose, 
frutose, xilose, maltose, dentre outros, e foi observado que a produção de biomassa 
e EPS são diferenciadas, além da composição monossacarídica (KHONDKAR et al., 
2002; KIM et al., 2002). Porém, a relação entre a fonte de carbono e a produção de 
polímeros distintos não foi bem estabelecida, pois não há um estudo fino em relação 
à caracterização de suas estruturas. 
Apesar de existirem várias condições que devem ser controladas no cultivo 
submerso de basidiomicetos, esta técnica apresenta vantagens quando comparada 
a obtenção do basidioma, pois os polímeros podem ser obtidos em um curto período 
de tempo, e as condições nutricionais e ambientais podem ser controladas, 
adequando-se às características de cada espécie. 
 
 
2.3. BASIDIOMICETOS – POLISSACARÍDEOS 
 
 
Nos basidiomicetos, os polissacarídeos podem ser encontrados na forma de 
homopolímeros, heteropolímeros, glicoproteínas, peptideopolissacarídeos e 
lipopolissacarídeos (GOW; GADD, 1995) e desempenhar inúmeras funções nestes 
organismos, tais como: reserva, composição da estrutura da parede celular, entre 
outros (RUIZ-HERRERA, 1991). Nestes organismos, os principais polissacarídeos 
que constituem a parede celular são: a quitina e as glucanas com configuração do 
tipo beta (β) (BARTINICKI-GARCIA, 19682 apud MAZIERO, 1996). 
Os polissacarídeos encontrados externamente às hifas de basidiomicetos são 
conhecidos como exopolissacarídeos (EPS). A síntese desses polímeros não é bem 
entendida, mas alguns autores sugerem seu papel fisiológico: como polímero de 
reserva (PITSON; SEVIOUR; McDOUGALL,1993), prevenção da desidratação por 
                                               
2 BARTNICKI-GARCIA, S. Cell wall chemistry, morphogenesis and taxonomy of fungi. Ann. Rev. 




formar géis e proporcionar aderência de uma célula a outra, ou sobre uma superfície 
(CATLEY3 , 1992 apud MAZIERO, 1996).  
Além disso, no basidiomiceto ectomicorrízico, Paxillus involutus, foi observado 
que a ligação do Zn2+ aos EPS presentes nas hifas, possibilita a sobrevivência 
destes fungos em ambientes tóxicos (COOKE; WHIPPS, 19934 apud MAZIERO, 
1996). Segundo Gutiérrez (1995), os exopolissacarídeos estariam envolvidos na 
promoção de condições ótimas para o funcionamento do sistema lignolítico de 
basidiomicetos, no qual a bainha formada por estes polímeros estaria limitando as 
reações de repolimerização dos radicais aromáticos liberados durante o ataque do 
fungo, e também, estaria propiciando um microambiente especial, no qual se 
encontrariam as enzimas lignolíticas e os produtos de degradação. 
Em relação aos polissacarídeos de basidiomicetos, 651 espécies de 182 
gêneros já foram estudadas (WASSER, 2002), sendo as glucanas e as 
heterogalactanas as estruturas comumente encontradas (WASSER; WEIS, 1999; 
MIZUNO, 1999; ZHANG et. al., 2007).  
As glucanas são os homopolissacarídeos mais comuns em basidiomicetos, 
podendo ser lineares ou ramificadas, e apresentar diferentes configurações e massa 
molar. Além disso, podem ser solúveis ou insolúveis em água, dependendo da sua 
conformação, ligações químicas e massa molar (ZHANG et al., 2007). 
Já foram descritas α, β e α/β glucanas, sendo a β-D-glucana com ligações do 
tipo (1→3), substituida em O-6 por uma unidade de β-D-Glcp a estrutura comumente 
descrita para diversos basidiomicetos, tais como: Lentinus edodes (lentinana), a 
partir do basidioma e do micélio (SASAKI; TAKASURA, 1976; HOBBS, 2000), 
Sclerotium glucanicum (escleroglucana) (JOHNSON, et al., 1963), Schizophyllum 
commune (esquizofilana) (TABATA et al., 1981), Pleurotus ostreatus (pleurana) 
(KARÁCSONYI; KUNIAK, 1994), P. tuber-regium (CHENGHUA et al., 2000), e do 
basidioma de P. ostreatoroseus, P. eryngii (CARBONERO et al., 2006). 
Estrutura similar descrita anteriormente foi encontrada em fração insolúvel do 
EPS de seis espécies de Pleurotus: P. ostreatus, P. eryngii, P. sajor-caju, P. 
cornucopiae, P. floridanus e P. pulmonarius (GUTIÉRREZ et al., 1996). 
                                               
3 CATLEY, B.J. The biochemistry of some fungal polysaccharides with industrial potential. In: 
D.K. ARORA; R.P. ELANDER; K.G. MUKERJI (eds.).Handbook of Applied Mycology. v. 4: 
Fungal Biotechnology. New York: Marcel Dekker, Inc., 1114 p., 1992 
4 COOKE, R. C.; WHIPPS, J.M. Ecophysiology of Fungi. Oxford: Blackwell Scientific 




β-glucanas com graus de ramificação diferentes foram reportados no 
basidioma de Agaricus blazei, o qual apresentou cadeias laterais constituídas de 
duas unidades de β-D-Glcp-(1→3)-ligadas a cada três unidades de glucose (DONG 
et al., 2002), e uma β-D-Glcp-(1→6) linear também foi isolada deste basidiomiceto 
(KAWAGASHI et al., 1989). 
Além das β-glucanas, polímeros com configuração do tipo α foram descritos, 
como uma α-D-Glcp-(1→6)-(1→4) para Agaricus blazei (MIZUNO et al.,1990) e 
Tricholoma giganteum (MIZUNO et al.,1995). 
Recentemente, foi descrita uma αβ-glucana ramificada a partir do basidioma 
de Pleurotus florida (SANTOS-NEVES et al., 2008a), e em P. sajor-caju (PRAMANIK 
et al., 2005).  
Outros homopolímeros contendo galactose e manose, respectivamente, foram 
descritos a partir do exopolissacarídeo de P. ostreatoroseus, sendo uma α-D-
galactana com ligações do tipo (1→4) parcialmente 3-O-metilada nas unidades de 
galactose e uma α-D-manana ramificada (ROSADO et al., 2002). Para o basidioma 
de P. eryngii e P. ostreatoroseus foi isolada uma α-D-galactana linear parcialmente 
3-O-metilada (CARBONERO et al., 2008b). 
Quanto aos heteropolímeros, as heterogalactanas são os polímeros 
comumente encontrados, sendo em sua maioria, formadas por uma cadeia principal 
de α-D-Galp-(1→6) contendo diferentes substituintes, principalmente fucose e/ou 
manose (ROSADO et al., 2003b). 
A partir do basidioma de Pleurotus ostreatus “florida” e P. ostreatoroseus, foi 
caracterizada uma manogalactana parcialmente 3-O-metilada, composta de uma 
cadeia principal formada por unidades de α-D-Galp e 3-O-Me-α-D-Galp ligadas 
(1→6), sendo esta, em parte, substituída em O-2 por β-D-Manp (ROSADO et al., 
2003b). Uma estrutura semelhante também já foi encontrada em Pleurotus ostreatus 
(JAKOVLJEVIĆ et al., 1998). 
As fucogalactanas caracterizadas contêm estruturas com cadeia principal 
formada por α-D-Galp ligadas (1→6), substituídas em O-2 por α-L-Fuc, estes 
polímeros foram descritos para o basidioma de Sarcodon aspratus (MIZUNO et al., 
1999), Hericium erinaceus (ZHANG et al., 2006) e para o micélio obtido de cultura 




Em relação aos heteropolissacarídeos de EPS, foi descrita uma 
galactomanana com cadeia principal formada por unidades de β-D-Manp-(1→3) 
substituída em O-6 por Galp, encontrada em Collybia maculata (LIM et al., 2005). 
A estrutura de EPS de alguns Basidiomicetos está sumarizada na Tabela 1, 
na qual pode se observar que as principais estruturas descritas são de glucanas e 
mananas. 
 
TABELA 1 – EXOPOLISSACARÍDEOS DE BASIDIOMICETOS 
Estrutura Espécie 
Cadeia Principal Outras especificações 
Referência 
Pleurotus  cornucopiae, 





Ramificado em O-6 por uma 
unidade de β-D-Glcp 
GUTIÉRREZ et al., 
1996 
α-D-Galp-(1→4), 
metilada em 3-O 




Ramificação em O-2 por 
cadeias laterais de Manp, 
Manp ligadas em O-2 e O-3  
ROSADO et al., 2002 
Collybia maculata β-D-Manp-(1→3) 
Substituída em O-6 por α-D-
Galp 
LIM et al., 2005 
Ganoderma tsugae β-D-Manp-(1→6) 
Substituída em O-2 por  α-D-
Manp-(1→2) com terminal 
não redutor de β -D-Galp 
PENG et al., 2003 
Tremella mesenterica α-D-Manp-(1→3) 





VINOGRADOV et al., 
2004 
Ganoderma lucidum α-D-Galp-(1→4) 
Substituída em O-6 por  
L-Ara, L-Rha, α-D-Manp e 
β-D-Glcp 
LI; FANG; ZHANG, 
2007 
β-D-Glcp-(1→3) 
Ramificação em O-6 por uma 
unidade de β-D-Glcp 
Ganoderma lucidum 
α-D-Manp-(1→6) Ramificado em O-2 por 
Manp 




A partir dessa revisão bibliográfica pode se observar que a maior parte dos 
trabalhos sobre caracterização estrutural de polissacarídeos de basidiomicetos é 
realizada a partir do basidioma, seguido do EPS e por último, dos polissacarídeos 
provenientes do micélio, em cultivo submerso. 
 
 
2.4. POLISSACARÍDEOS DE BASIDIOMICETOS E ATIVIDADE BIOLÓGICA 
 
 
Os estudos referentes ao cultivo e a caracterização estrutural de 
polissacarídeos foram impulsionados, devido às possibilidades de apresentarem 
atividade biológica. 
 No Brasil, Agaricus blazei (“Cogumelo do Sol”, “Himematsutake”) apresentou 
potencial medicinal após ser descoberto a partir de estudos epidemiológicos no 
interior de São Paulo, onde foi observado que a população que se alimentava 
constantemente desse cogumelo, apresentava índices muito baixos de várias 
doenças, como o câncer (WASSER, 2002). Posteriormente, estudos verificaram que 
polissacarídeos (Beta-glucanas) provenientes de A. blazei apresentavam atividade 
imunoestimulante (KAWAGISHI et al., 1989; FUJIMIYA et al., 1999). 
As propriedades antitumorais de polissacarídeos obtidos de vários 
basidiomicetos têm sido a ação biológica mais estudada. Em revisão feita por 
Mizuno (1999), atribui-se tal atividade às glicoproteínas e xiloglucanas extraídas do 
basidioma de Pleurotus sajor-caju, enquanto que em P. citrinopileatus uma  
β-glucana proveniente de um complexo protéico estaria apresentando tal atividade. 
Ainda, uma α-glucana extraída do micélio de P. ostreatus inibiu a proliferação de 
células cancerígenas (LAVI et al., 2006). 
Polissacarídeos obtidos através do basidioma, do micélio em cultivo 
submerso e do meio de cultura líquido de A. blazei, também apresentaram atividade 
antitumoral (MIZUNO et al., 1990; FAN et al., 2007). 
Polissacarídeos denominados de lentinana (L. edodes), esquizofilana (S. 
commune), PSK e PSP5 (T. versicolor) já são utilizados clinicamente em terapias 
antitumorais (0,5–1,0 mg lentinana por dia, intravenosa), principalmente no Japão e 
                                               
5 Heteroglucanas com ligação do tipo α-1,4 e β-1,3, ligadas à porção proteína. PKS 




na China, em adição às terapias tradicionais, como a cirurgia e quimioterapia 
(LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JÜLICH; 2005). Abaixo se encontram o basidioma 
de Lentinus edodes (Shiitake), a lentinana comercializada no Japão e sua estrutura 












FIGURA 3 – BASIDIOMA DE Lentinus edodes (A); LENTINANA COMERCIALIZADA 
NO JAPÃO (B); ESQUEMA DE ESTRUTURA DA LENTINANA (C) 
Fontes: Figura A - http://www.anticancer-drug.net/img/lentinan.jpg; 
Figura B - http://www.dialogosuniversitarios.com.br/UserFiles/91/Image/ 
Saude/cog_shitake.jpg. 
 
Além das atividades farmacológicas já citadas, atualmente tem se observado 
trabalhos que avaliam a atividade antinociceptiva e antiinflamatória de 
polissacarídeos isolados de basidiomicetos. A fucomanogalactana obtida do 
basidioma de Lentinus edodes é um dos polissacarídeos que apresentaram tais 
atividades, sendo que sua estrutura apresentou-se composta por uma cadeia 
principal de α-D-Gal-(1→6) com substituição em O-2 por unidades de β-D-Manp ou 
α-D-Fucp (CARBONERO et al., 2008a). 
O gênero Pleurotus tem recebido atenção quanto as suas propriedades 
medicinais e os polissacarídeos deste grupo de cogumelos estão sendo utilizados na 












































Ramificado em O-2 por 
terminais não redutores 
de - β-D-Manp 




β-D-Glcp-(1→3) Substituida em O-6 por 
β-D-Glcp a cada 3 
unidades da cadeia 
pricipal 













LAVI et al., 
2006 




β-D-Glcp-(1→3),(1→6); α- Glcp-(1→3) 
Efeito pro-biótico SYNYTSYA et 















Não detalha estrutura. Apresenta glucose 
como componente majoritário 
Atividade 
antitumoral 
ZHANG et al., 
2004 
 
A atividade antioxidante, também já foi observada em experimentos 
utilizando extratos do basidioma, do micélio e do meio de cultivo de Pleurotus 
citrinopileatus (LEE et al., 2007). 
Kim et al. (2006) observaram que o extrato do basidioma de  
P. eryngii aumentava o metabolismo ósseo, estimulando a formação de osteoblastos 
em ratos com osteoporose, no entanto, os componentes que estariam atuando neste 
processo não foram ainda descritos. 
A atividade biológica dos EPS de basidiomicetos também vem sendo 
estudada. Em Grifola frondosa foi demonstrado efeito inibitório da expressão da 




irradiação de UV. Este polímero trata-se de uma proteoglicana com 82,5% de 
glucose e 9,8% de galactose (BAE et al., 2005). 
A fração solúvel do EPS de Pleurotus citrinopileatus apresentou efeito anti-
hiperglicêmico, porém a estrutura do polissacarídeo não foi caracterizada (HU et al., 
2006). 
De acordo com a revisão bibliográfica apresentada neste estudo, os trabalhos 
utilizando frações purificadas e com a estrutura química fina de EPS em 
experimentos com atividade biológica ainda é escasso quando comparadas com 
polímeros obtidos a partir do basidioma. No entanto, a produção de EPS vem se 
tornando uma fonte interessante na obtenção de polímeros biologicamente ativos, 





3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
 
 
O basidioma de Pleurotus ostreatus var. florida Berk.(Figura 4) foi cultivado 
em sacos plásticos, utilizando palha de trigo como substrato, foi fornecido pela 









FIGURA 4 – BASIDIOMA DE Pleurotus ostreatus var. florida. 
 
 
3.2 MÉTODO DE ISOLAMENTO 
 
 
O isolamento do micélio foi feito a partir de pequenos fragmentos (em torno 
de 5 mm de diâmetro) da região interna do basidioma, os quais foram depositados 
em meio de cultivo BDA sólido (Tabela 3) e incubados à 25 ºC, em ausência de luz. 
 
      TABELA 3 – MEIO DE BATATA-DEXTROSE (BD)* 
140 g batatas sem casca 
20 g glucose 
1000 ml água destilada 
 
*Para o meio BDA sólido são adicionados 10 g de ágar ao meio BD 
 
Análises do crescimento micelial, bem como das características (presença de 




basidiomiceto em estudo foram feitas periodicamente, a fim de se obter placas 
contendo o isolamento micelial em condições axênicas. 
 
 
3.3 CULTIVO SUBMERSO DO MICÉLIO DE Pleurotus ostreatus var. florida 
 
 
O micélio de P. ostreatus var. florida, após isolamento em meio de cultivo 
sólido, foi inoculado para o meio líquido BD (Tabela 3), que foi incubado por 10 dias 
e utilizado como pré-inóculo, tanto para o meio líquido CZAPECK (Tabela 4), quanto 
para o meio líquido POL (Tabela 5).  
 
TABELA 4 – MEIO DE CULTURA LÍQUIDO CZAPECK 
NaNO3 3,0 g 
KH2PO4 1,0 g 
MgSO4. 7H2O 1,0 g 
KCl 0,5 g 
FeSO4. 7H2O 0,18 g 
extrato de levedura 1,0 g 
glucose 10,0 g 
Água destilada q.s.p. 1000 ml 
 
*Estas soluções são autoclavadas a 121 ºC por 25 min. 
 
 
TABELA 5 – MEIO DE CULTURA LÍQUIDO POL 
(NH4)2 SO2 5,0 g 
K2HPO4 1,0 g 
MgSO4. 7H2O 0,2 g 
extrato de levedura 2,0 g 
peptona de carne 1,0 g 
CaCO3 1,0 g 
c 
Água destilada q.s.p. 900 ml 
Solução de glucose: 
glucose 60 g  
 
Solução B* 
Água destilada 100 ml 
*Estas soluções são autoclavadas separadamente a 121 ºC por 20 minutos 
e depois são agrupadas em condições estéreis.  







Os cultivos no meio CZAPECK e POL foram realizados em frascos de  
2000 ml contendo 1000 ml de meio, sob agitação, a 25 ºC, em ausência de luz por 
10 dias. Tais condições foram determinadas por estudos anteriores realizados por 
Maziero (1996), e Rosado et al. (2003a), com outros meios de cultivo, em 
experimentos com outros cogumelos do mesmo gênero. 
 
 
3.4 RECUPERAÇÃO DOS EXOPOLISSACARÍDEOS (EPS) 
 
 
Após 10 dias de cultivo, a biomassa micelial foi separada por meio de 
centrifugação. O meio líquido foi concentrado a um volume reduzido e tratado com 
etanol (3:1, v/v), com a finalidade de separar os compostos de alta massa dos de 
baixa massa molar. O precipitado foi separado por centrifugação, dialisado, 
concentrado e liofilizado para obtenção do rendimento de EPS. Após este processo 
o material foi submetido a sucessivos processos de purificação. 
A biomassa micelial passou por processos de extração para obtenção dos 
polissacarídeos que posteriormente foram purificados de acordo com os métodos 
descritos no item 3.6. 
 
 
3.5 EXTRAÇÃO DA BIOMASSA MICELIAL 
 
 
A extração dos polissacarídeos a partir da biomassa micelial foi realizada 
através de extrações seqüenciais e exaustivas, com água a temperatura ambiente  
(~ 28 ºC) e banho fervente (~ 100 ºC) e com solução alcalina de hidróxido de sódio 







FIGURA 5 – FLUXOGRAMA DA EXTRAÇÃO DO MICÉLIO DE P. ostreatus var. 
florida 
 
3.5.1 Extração Aquosa 
 
 
A biomassa micelial após liofilização foi inicialmente extraída com água 
destilada a temperatura ambiente, sob agitação mecânica. O extrato foi separado do 
resíduo por centrifugação e submetido à extração aquosa em banho fervente. 
As extrações foram acompanhadas por análise colorimétrica pelo método de 
fenol-ácido sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). A extração aquosa a temperatura 
ambiente foi realizada por diversas vezes até apresentar coloração negativa para 
carboidratos. A partir desse momento o material residual foi extraído em banho 
fervente. 
Os extratos desses processos foram concentrados e precipitados com etanol 
(v/v, 3:1), centrifugados, dialisados e liofilizados. Deste modo, foram obtidos os 
extratos aquoso I (extração aquosa a temperatura ambiente) e aquoso II (extração 
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ambiente, sob agitação 
Biomassa micelial de P. ostreatus var. florida 
Extrato Aquoso I 
Extrato Aquoso II 
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Extração aquosa em banho fervente 








3.5.2 Extração Alcalina 
 
 
O material residual da extração aquosa, foi extraído com solução alcalina de 
NaOH 1%, (p/v, 1 g/100 ml), até apresentar coloração negativa para carboidratos. O 
extrato deste processo foi neutralizado com ácido acético glacial, dialisado, 
concentrado e liofilizado, dando origem ao extrato N1 (extrato alcalino NaOH 1%) 








A purificação dos exopolissacarídeos e dos polissacarídeos obtidos das 
frações aquosas e alcalinas foi realizada através de processos como: congelamento 
e descongelamento, precipitação por formação de complexo solúvel e insolúvel em 
Cu2+ (Precipitação com solução de Fehling), ultrafiltrações e/ou diálises em 
membranas, entre outros, que serão descritos a seguir. 
O processo de purificação foi monitorado através do perfil cromatográfico 
obtido por cromatografia de exclusão estérica de alta resolução acoplada a 
detectores de índice de refração e espalhamento de luz (HPSEC-MALLS), 
composição monossacarídica e RMN-13C. 
 
 
3.6.1 Fracionamento dos Polissacarídeos por Congelamento e Degelo 
 
 
A fração polissacarídica foi solubilizada em água destilada e submetida ao 
congelamento e posterior descongelamento a temperatura ambiente (~28ºC). 
Geralmente, esse processo resulta na formação de um precipitado insolúvel em 




procedimento foi repetido até fracionamento adequado, no qual não se observou 
mais a formação de precipitado após o processo (GORIN; IACOMINI, 1985). 
 
 
3.6.2 Purificação por Precipitação com Solução de Fehling 
 
 
A solução de Fehling (JONES; STOODLEY, 1965) consiste em duas soluções 
A e B. A solução A é composta de 173 g de tartarato de sódio e potássio e 125 g de 
hidróxido de potássio em volume suficiente de água para 500 ml. A solução B é 
composta de 55,74 g de sulfato de cobre pentahidratado em volume de água 
suficiente para 500 ml. 
As frações polissacarídicas submetidas a este processo foram inicialmente 
solubilizadas na solução A, seguida da adição de mesmo volume da solução B. 
Após intensa agitação, o material foi mantido sob refrigeração por 12 horas. 
O precipitado formado foi separado por centrifugação (8.000 rpm), sendo as 
frações resultantes (precipitado e sobrenadante) neutralizadas com ácido acético 
glacial e dialisadas contra água corrente (~ 48 horas).  
Em seguida as mesmas foram tratadas com resina catiônica fortemente ácida 
e novamente dialisadas (~24 horas). Estas frações foram concentradas em 
rotaevaporador, congeladas e liofilizadas. 
 
 
3.6.3 Purificação dos Polissacarídeos por Diálise em Membranas e Ultrafiltração 
 
 
As frações solúveis em água fria que se mostraram heterogêneas em HPSEC 
após tratamento com solução de Fehling foram submetidas à purificação por diálises 
em membranas com diferentes limites de exclusão (Spectra/Por Biotech). As 
membranas utilizadas foram de: 16 KDa, 25 KDa e 50 KDa, sendo as duas últimas 
membranas constituídas de ester celulose. Além da membrana de 1000 KDa de 
polivinilideno difluor (PVDF). A purificação destes polissacarídeos foi realizada com 




(~28 ºC) por 48 horas, sendo que a água de diálise foi trocada duas vezes. O 
processo foi interrompido quando a água de diálise apresentou reação negativa para 
carboidratos por meio do método de fenol-ácido sulfúrico. 
A purificação com membranas de ultrafiltração foram realizadas através de 
membranas com limite de exclusão de 30 KDa e 10 KDa (Millipore) e 5 KDa 
(triacetato de celulose, Sartorius). Estas membranas foram inseridas em um 
aparato de ultrafiltração acoplado ao cilindro de gás comprimido. 
 
 
3.6.4 Purificação por Degradação Enzimática 
 
 
As frações que apresentaram glicogênio foram purificadas por degradação 
enzimática utilizando α-amilase salivar, o processo foi acompanhado utilizando lugol. 
Após o tratamento enzimático, as frações foram dialisadas em sistema fechado 
utilizando membrana de 16 KDa, o qual forneceu uma fração retida e uma fração 
eluída ( produtos de hidrólise). 
 
 
3.7 ANÁLISE ESTRUTURAL DOS POLISSACARÍDEOS 
 
 
A caracterização estrutural dos polissacarídeos foi realizada através de 
metodologias e experimentos. Estes fornecem dados que indicam: composição 
monossacarídica, homogeneidade, tipo de ligação, massa molar, grau de 
ramificação, dentre outros. Desta forma, foi possível determinar a estrutura fina 
destes polímeros. 
Abaixo serão descritas estas metodologias, que são baseadas em métodos 








3.7.1 Composição Monossacarídica 
 
 
As frações polissacarídicas obtidas foram derivatizadas (hidrólise ácida total, 
seguido de redução (NaBH4) e acetilação) com a formação de acetatos de alditol 
para a determinação da composição monossacarídica. 
A hidrólise ácida total foi realizada utilizando aproximadamente 1 mg de 
amostra com 1 ml de ácido trifluoroacético (TFA) 2 M, por 6 horas a 100 ºC ou com  
1 ml de ácido trifluoroacético (TFA) 1 M, “overnight” (12 horas) a 100 ºC. Após este 
período, o ácido foi evaporado. 
Os produtos da hidrólise foram reduzidos com borohidreto de sódio até pH 9-
10, sendo mantidos a temperatura ambiente por 12 horas. Após este período, o 
material foi neutralizado com resina catiônica, filtrado e co-destilado com metanol, 
em rota-evaporador, até total remoção do ácido bórico, na forma de borato de 
trimetila (WOLFROM; THOMPSON, 1963a).  
O material resultante foi acetilado com anidridro acético e piridina (1:1, v/v), 
mantidos a temperatura ambiente, “overnight” (em torno de 12 horas). A reação foi 
interrompida com adição de gelo e os derivados acetilados foram extraídos com 
clorofórmio. A remoção da piridina foi feita com solução de sulfato de cobre 5%. 
Sulfato de sódio anidro foi adicionado à fase clorofórmica, e o material filtrado com 
algodão e seco em temperatura ambiente (WOLFROM; THOMPSON, 1963b). 
 
 
3.7.2 Metilação dos Polissacarídeos  
 
 
Para a metilação, alíquotas dos polissacarídeos (5-10 mg) foram solubilizadas 
em 1 ml de dimetilsulfóxido (Me2SO). Após a solubilização foi adicionado 1 ml de 
iodeto de metila (CH3I) e hidróxido de sódio (NaOH) pulverizado. Seguido de 
agitação vigorosa por 30 min, sendo então mantido em repouso overnight. Após este 
período o material foi neutralizado com ácido acético em banho de gelo, dialisado 
exaustivamente contra água corrente (~24 h) e liofilizado, repetindo-se este 





3.7.3 Hidrólise por Ácido Fórmico 
 
 
A hidrólise total dos polissacarídeos per-O-metilados foi realizada com 1 ml de 
solução de ácido fórmico 45% a 100 ºC por 6, 9 e 12 horas de acordo com cada 
material (STORTZ, et al., 1997). 
Após o período necessário para hidrólise, o material foi evaporado e reduzido 
com borohidreto de sódio deuterado (NaB2H4), e acetilado como citado 
anteriormente (item 3.6.1). 
 
 
3.7.4 Hidrólise por Ácido Sulfúrico 
 
 
A hidrólise total dos polissacarídeos metilados foi realizada com 0,5 ml de 
ácido sulfúrico (H2SO4) 72% (p/v); mantido em banho de gelo por 1 hora. Seguido 
por diluição com 4 ml de água destilada e mantido a 100 ºC por 14h (SEAMAN et al, 
1954). 
Após o período necessário para hidrólise, o material foi evaporado e reduzido 
com borohidreto de sódio deuterado (NaB2H4), e acetilado como citado 
anteriormente (item 3.6.1). 
 
 
3.8 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
 
3.8.1 Teste de Homogeneidade e Determinação da Massa Molar 
 
 
As análises de homogeneidade e determinação de massa molar foram 
realizadas através de cromatografia de exclusão estérica de alta resolução Acoplada 
a detectores de índice de refração e espalhamento de luz (HPSEC-MALLS). 
As amostras foram solubilizadas em nitrito de sódio 0,1 mol.l-1 contendo azida 
de sódio (NaN3) 0,2 g.l




solvente e em seguida, filtradas através de membrana de acetato de celulose com 
limite de exclusão de 0,22 µm. 
Após estes procedimentos, as amostras foram analisadas em cromatógrafo 
de exclusão estérica de alta pressão (HPSEC-MALLS) WATERS equipado com 
detector de índice de refração diferencial, modelo WATERS 2410, e com detector de 
espalhamento de luz em multiângulos WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN  
DSP-F. Foram utilizadas 4 colunas de gel permeação WATERS em série com limites 
de exclusão de 1x106, 4x105, 8x104, 5x103. O eluente utilizado foi uma solução de 
nitrito de sódio (NaNO2) 0,1 mol.l
-1 contendo NaN3, 0,2 g.l
-1, com fluxo de 0,6 ml/min, 
monitorados através de bomba peristáltica WATERS 515. 
 
 
3.8.2 Determinação da Composição Monossacarídica e de Metilação 
 
 
A determinação da composição monossacarídica e dos derivados per-O-
metilados foi realizada por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 
massa (GC-MS). 
As análises foram realizadas em cromatógrafo gasoso acoplado a um 
espectrômetro de massa VARIAN-SATURN 2000, equipado com coluna capilar de 
sílica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) modelo DB-225-MS. As injeções nas colunas 
foram feitas com a temperatura inicial de 50 ºC (mantida por 1 min), com aumento 
gradual de 40 ºC.min-1 até 210 ºC (acetatos de alditóis parcialmente O-metilados) ou 
220 ºC (acetatos de alditóis), sendo mantida isotermicamente até o final da análise. 
Hélio 5.0 analítico foi utilizado como gás de arraste, a um fluxo de 1,0 ml.min-1. 
As composições monossacarídicas, também foram analisadas em 
cromatógrafo gasoso THERMO ELETRONIC CORPORATION, modelo Trace GC 
Ultra, equipado com coluna capilar de sílica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) modelo 
DB-225. As injeções nas colunas foram feitas com a temperatura inicial de 40 ºC 
(mantida por 1 min), com aumento gradual de 40 ºC.min-1 até 215 ºC (tempo de 
corrida 15 min.) para os materiais com 3-O-metil-galactitol ou com a temperatura 
inicial de 100 ºC (mantida por 1 min) com aumento gradual de 40 ºC.min-1 até 225 ºC 




isotermicamente até o final da análise. Hélio, ar sintético, hidrogênio e nitrogênio 
grau FID foram utilizados. O hélio foi utilizado como gás de arraste, a um fluxo de  
1,0 ml.min-1 e a detecção feita por FID. 
 
 
3.8.3 Ressonância Magnética Nuclear (RMN)  
 
 
Foram realizadas análises espectroscópicas de RMN-13C, RMN-13C-DEPT e 
1H, 13C -HMQC em espectrômetro BRUKER, modelo Avance-DRX-400. 
As análises foram feitas a 30, 50 ou 70 ºC, com as amostras sendo 
solubilizadas em D2O (óxido de deutério) ou Me2SO-d6 (dimetilsulfóxido deuterado), 
dependendo da solubilidade. Os deslocamentos químicos das amostras solúveis em 
D2O foram expressos em δ (ppm) relativos aos sinais de 
13C e 1H da acetona em  
δ 30,20 e 2,22, respectivamente, ou aos sinais do Me2SO-d6 em δ 39,43 (
13C) e  
2,40 (1H), para as amostras solúveis no mesmo. 
 
 
3.9 TESTE BIOLÓGICO: ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIINFLAMATÓRIA 
 
 
Os ensaios biológicos foram realizados pelo Professor Adair Roberto Soares 
dos Santos e colaboradores, no Departamento de Ciências Fisiológicas do Centro de 






Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos machos 
Swiss (25-35 g), os quais foram mantidos em sala climatizada (23 ± 2 °C), em ciclos 
de claro-escuro de 12 horas com ração e água ad libitum. Os animais foram 




testes e utilizados uma única vez para os experimentos. Os ensaios foram realizados 
de acordo com as normas vigentes sobre cuidados com animais utilizados em 
laboratórios e sobre ética em experimentos sobre dor em animais conscientes 
(ZIMMERMANN, 1983) e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina. O número de animais 
utilizados e os estímulos empregados foram o mínimo necessário para demonstrar 
os efeitos dos tratamentos. 
 
 
3.9.2 Constrição Abdominal, Permeabilidade Capilar Peritoneal e Infiltração de 
Leucócitos Causada por Injeção de Solução de Ácido Acético 0,6% 
 
 
As contorções abdominais foram induzidas de acordo com procedimentos 
previamente descritos (LUCENA et al., 2007), em que a resposta à injeção 
intraperitoneal (i.p.) de ácido acético 0,6% resulta na contração da musculatura 
abdominal juntamente com a extensão de uma das patas posteriores.  
Inicialmente, foi administrada nos animais, por via intravenosa, uma solução do 
corante Evans Blue 2,5% (10 ml/kg), a qual é utilizada como marcador da 
permeabilidade capilar peritoneal. Após uma hora, foi administrado o polissacarídeo 
M-EP (1-100 mg/kg, i.p.) e nos animais controle negativo, um volume similar de 
salina (10 ml/kg, i.p.), a qual foi utilizada também para diluir as amostras em estudo. 
Em seguida, os animais foram mantidos individualmente em cilindros de vidro 
de 20 cm de diâmetro e o número de contorções abdominais foi cumulativamente 
quantificado durante um período de 20 minutos. A atividade antinociceptiva foi 
determinada pela redução do número de contorções abdominais (diferença entre o 
controle negativo e animais pré-tratados com amostra). Imediatamente após os 
testes, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade 
peritoneal foi exposta e lavada com 1 ml de salina estéril contendo heparina  
(25 UI/ml) e o fluido peritoneal coletado com pipetas automáticas. A contagem de 
leucócitos totais foi realizada em câmara de Neubauer em microscópio óptico, após 
diluição do fluido peritoneal com solução de Türk (1:20), uma alíquota do material 
coletado (700 µl) foi centrifugada (1000 rpm por 10 min) e a absorbância do 




peritoneal induzida por ácido acético foi expressa em relação ao extravasamento do 




3.9.3 Análises Estatísticas 
 
 
Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média, exceto 
os valores de DI50 (dose de amostra que reduziu a contorção abdominal, 
permeabilidade capilar peritoneal ou a infiltração de leucócitos em 50% em relação 
grupo controle negativo), que estão apresentadas como médias geométricas 
acompanhadas de seus respectivos limites de confiança em nível de 95%. Os 
valores de DI50 foram obtidos através do método de regressão linear utilizando-se o 
software Graph Pad Prism (2005, San Diego, CA). As análises estatísticas entre os 
grupos experimentais foram realizadas através da análise de variância (ANOVA), 
seguida pelo teste de Newman-Keuls. Valores de p menores que 0,05 (p< 0,05) 




4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
Os polissacarídeos, extracelular e do micélio de Pleurotus ostreatus var. 
florida foram avaliados quanto à sua estrutura química. 
Inicialmente, o micélio foi isolado a partir do basidioma deste cogumelo, 
desta forma, foi obtido o micélio para realizar o cultivo submerso nos meios líquidos 
CZAPECK e POL. Após o tempo necessário (10 dias) para o crescimento micelial e 
para a produção de exopolissacarídeo (EPS), a biomassa micelial foi separada por 
centrifugação e o meio liquido foi concentrado e precipitado com etanol, fornecendo 
a fração contendo o EPS. 
A biomassa micelial foi submetida a extrações seqüenciais com água a 
temperatura ambiente (Extrato Aquoso I), água em banho fervente (Extrato aquoso 
II) e solução alcalina de NaOH 1% (Extrato Alcalino NI). 
O EPS e os extratos obtidos passaram por processos de purificação 
descritos anteriormente (Item 3.6) e as frações polissacarídicas foram analisadas 
quanto a sua estrutura fina, utilizando métodos químicos, espectrométricos e 
espectroscópicos. Além disso, uma das frações purificadas a partir do EPS e 




4.1 ISOLAMENTO E CULTIVO PLEUROTUS OSTREATUS VAR. FLORIDA 
 
 
O isolamento do micélio de P. ostreatus var. florida realizado de acordo com 
o método descrito anteriormente resultou em culturas axênicas do basidiomiceto em 
estudo e possibilitou a realização do cultivo em meio líquido utilizando os meios 
CZAPECK e POL.  
Inicialmente, discos do micélio em meio BDA foram transferidos para o meio 
BD líquido para a produção do pré-inóculo (Figura 6A) e estes foram transferidos 
para os meios líquidos CZAPECK e POL. Os pellets formados apresentaram forma 




óptico revelou a presença de clamp connections ou ansas (Figura 6B), que são 










FIGURA 6 – MICÉLIO DE P. ostreatus var. florida, EM MEIO LÍQUIDO BD (A), 
HIFAS COM ANSAS (SETA) (B) 
                          Aumento de 1000x em microscópio óptico  
 
O cultivo foi realizado utilizando frascos de 2000 ml, contendo 1000 ml de 
meio de cultura, sob agitação, a 25 ºC, em ausência de luz, por 10 dias. Foram 
utilizados 12 l para o meio CZAPECK e 12 l para o meio POL. O micélio foi separado 
por centrifugação e o meio liquido foi concentrado e precipitado com etanol (3:1, v/v). 
Desta forma, obteve-se 36 g de micélio (3 g.l-1) e 6,3 g de EPS (525 mg.l-1), a partir 
do cultivo em meio líquido CZAPECK e 30,4 g de micélio (2,53 g.l-1) e 6,4 g de EPS 
(530 mg.l-1), a partir do meio POL. 
Quando comparado com a produção de EPS de P. eryngii em meio POL  
(241 mg.l-1), a obtida para P. ostreatus var. florida foi maior. Contudo, a produção de 
biomassa micelial foi menor (5,14 g.l-1) (KOMURA et al., 2006).  
Além disso, foi observado que, em geral, a produção de EPS e biomassa em 
outras espécies de Pleurotus superaram a produção em relação ao cogumelo em 
estudo, chegando a produzir até 5 g.l-1 de EPS, em P. ostreatoroseus, sendo que a 
biomassa ficou em torno de 22 g.l-1 para P. sp “florida” (ROSADO et al., 2002). 
A Tabela 6 mostra a produção de EPS e biomassa micelial de algumas 







TABELA 6 – QUADRO COMPARATIVO DA PRODUÇÃO DE EPS E BIOMASSA 
MICELIAL EM Pleurotus spp. 
Espécie EPS (mg.l-1) 
Biomassa 
micelial (g.l-1) 
Meio de cultivo 
Tempo de cultivo 
Referência 
P. flabellatus  800 – 2000 5,9 – 8,5 
P. sp. “florida” 2850 – 1400 11,0 – 11,7 
P. ostreatus  570 – 320 4,1 – 4,5 
P. ostreatoroseus  2200 – 2400  8,6 – 9,0 
P. sajor-caju  1800 – 1700 11,5 – 10,4 
Meio POL, 7 e 10 
dias 
MAZIERO, 1996 
P. eryngii 241 5,1 Meio POL, 10 dias KOMURA et. al., 
2006 
P. ostreatus var. H1 275 2,1 POL, 12 dias 
P.citrinopileatus 675 7,9 Meio MCM6 
KOMURA et. al, 
2008  
P. ostreatus 862 6,7 
P. sajor-caju 883 6,5 
MCM, 10 dias  KIM et al., 2002 
P. sp. “florida” 1400 22,8 
P. ostreatoroseus 5800 16,8 
POL, 7 dias (EPS) 
e 10 (biomassa) 
ROSADO et. al., 
2002 
 
No entanto, apesar do baixo rendimento relativo obtido neste trabalho, o 
material obtido foi suficiente para ser utilizado para a etapa de purificação e 
caracterização de uma das frações polissacarídicas presentes. 
 
 
4.2 PURIFICAÇÃO DOS EXOPOLISSACARÍDEOS 
 
 
A purificação do EPS foi realizada utilizando as metodologias descritas 
anteriormente (item 3.6). O Fluxograma (Figura 7) mostra as etapas de purificação 
dos EPS obtidos a partir do cultivo em meio CZAPECK (EC) e POL (EP). 
Inicialmente as frações foram solubilizadas em água destilada e submetidas 
ao processo de congelamento e descongelamento a temperatura ambiente, este 
processo forneceu uma fração insolúvel em água fria que mostrou ser composta por 
                                               
6 MCM- Mushroom Complete Medium: glucose 20 g.l-1, peptona de carne 2 g.l-1, extrato de 
levedura 2 g.l-1, KH2PO4 0,46 g.l
-1, K2HPO4 1 g.l
-1, MgSO4. 7 H2O 0,5 g.l




93,2% de glucose para a fração P-EC (precipitado de gelo/degelo do EPS em meio 
CZAPECK) e manose (49,9%) e glucose (42,8%) para a fração P-EP (precipitado de 





FIGURA 7 – FLUXOGRAMA DE PURIFICAÇÃO DO EPS DE P. ostreatus var. florida 
EM CULTIVO SUBMERSO NOS MEIOS LÍQUIDOS CZAPECK E POL 
 
 
As frações polissacarídicas solúveis em água fria do processo anterior, S-EC 
e S-EP foram submetidas ao tratamento com solução de Fehling, o qual forneceu 
frações complexo cúpricas solúveis e insolúveis. As frações solúveis deste processo 
apresentaram-se compostas por manose, 3-O-Me-galactose, galactose e glucose 





Diálise em membrana de 16KDa 
Fração solúvel  
SFS-EC (500 mg) 
SFS-EP (396 mg) 
Fração Eluída 




R16PFS-EC (98 mg) 
R16PFS-EP (124 mg) 
Congelamento/ degelo 
EPS de P. ostreatus var. florida 
6,3g (meio CZAPECK) 







PFS-EC (118 mg) 
PFS-EP (226 mg) 
Precipitação com solução de 
Fehling 
Fração solúvel  
S-EC (1,10g) 




TABELA 7 – COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS DO 
EPS DE P. ostreatus var. florida EM MEIO CZAPECK 
 
Composição Monossacarídica (mol%)a 
 Fração 
Xyl Man 3-O-Me-Galb Gal Glc 
EC - 45,2 8,4 11,7 34,7 
S-EC - 50,0 16,9 6,8 35,3 
P-EC - 5,0 0,8 1,0 93,2 
PF-EC - 95,3 - - - 
R16PF-EC - 100 - - - 
SFS-EC - 28,3 42,6 11,7 17,4 
E16SFS-EC 16,5 25,3 2,8 4,6 50,8 
R16SFS-EC - 26,2 20,6 15,6 37,6 
 
aAnalisado em GC-MS após hidrólise ácida total (TFA 2M a 100 ºC por 6 horas), redução (NaB2H4) e acetilação. 
bConfirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190. 
 
As frações SFS-EC e SFS-EP apresentaram-se heterogêneas quando 
analisadas por HPSEC-MALLS.  
A fração SFS-EC foi submetida à diálise em sistema fechado com água 
destilada, utilizando membrana com limite de exclusão de 16 KDa. Este 
procedimento forneceu uma fração eluída (E16SFS-EC) e outra retida (R16SFS-EC). 
As composições monossacarídicas destas frações mostraram que a fração R16SFS-
EC apresenta uma maior proporção de galactose e 3-O-metil-galactose em relação à 
fração E16SFS-EC (Tabela 7). Desta forma, este procedimento de purificação tem 
se mostrado uma etapa importante no isolamento de frações homogêneas. 
 
TABELA 8 – COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS DO    
EPS DE P. ostreatus var. florida EM MEIO POL 
 
Composição Monossacarídica (mol%)a 
 Fração 
Man 3-O-Me-Galb Gal Glc 
EP 49,9 1,9 - 48,2 
S-EP 40,5 16,3 7,0 35,5 
P-EP 49,9 1,9 Tr 48,2 
PF-EP 61,3 4,5 0,5 23,7 
R16PF-EP 94,6 - 1,2 4,2 
SFS-EP 34,6 10,7 29,1 25,6 
 
aAnalisado em GC-MS após hidrólise ácida total (TFA 2M a 100 ºC por 6 horas), redução (NaB2H4) e acetilação. 




Por outro lado, as frações complexo cúprico insolúveis, PF-EC e PF-EP, 
denominadas de precipitados de Fehling, quando analisadas em relação à 
composição monossacarídica, apresentaram ser compostas principalmente de 
manose (Tabelas 7 e 8). Porém, após a diálise em membrana de 16 KDa, as frações 
precipitado de Fehling que ficaram retidas na membrana, apresentaram uma maior 
proporção de manose e em relação ao perfil de eluição por HPSEC as frações 












FIGURA 8 – PERFIS DE ELUIÇÃO DAS FRAÇÕES R16PF-EC (A) E R16PF-EP (B) 
POR HPSEC UTILIZANDO O DETECTOR DE ÍNDICE DE REFRAÇÃO 
 
Estas frações apresentaram uma massa molar de 3,9.104 g.mol-1(1,0% de 
probabilidade de erro) e 4,6.104 g.mol-1 (0,5% de probabilidade de erro), com dn/dc 
de 0,149 e 0,145, para as mananas das frações R16PF-EC e R16PF-EP, 
respectivamente 
Os espectros de RMN-13C das frações R16PF-EC e R16PF-EP mostraram-
se similares às mananas descritas por Rosado et al. (2002) e Corsaro et al. (1998). 
Nestes dois trabalhos tal estrutura foi descrita para o EPS de Pleurotus ostreatus e 
Phomopsis foeniculi, respectivamente. Desta forma, foi possível determinar os 
assinalamentos destes polímeros (Figuras 9A e B), que foram cultivados em meios 






















Na região anomérica, o sinal em δ 102,0 corresponde ao terminal não-
redutor e às unidades 3-O-substituídas. Os sinais em δ 100,5 e 98,3, às unidades  
2-O- e 2,6-O-substituídas de α-D-manopiranose, respectivamente. Às unidades  
2,6-O- e 2-O-substituídas são atribuídos os sinais em δ 78,5 e 78,1, enquanto que os 






















FIGURA 9 – ESPECTROS DE RMN-13C DA FRAÇÃO R16PF-EC (A) E R16PF-EP 
(B) DO EPS DE P. ostreatus var. florida  







Inicialmente, com o objetivo de confirmar os dados obtidos pelos espectros 
de RMN-13C, foram realizadas hidrólises das frações polissacarídicas parcialmente 
O-metiladas utilizando ácido fórmico nos tempos de 6 e 12 horas a 100 ºC (Tabela 
9). No entanto, as proporções obtidas desses derivados não correspondem ao 
esperado, pois a proporção de terminal não-redutor das frações M-EC6 e M-EP6 é 
muito alta em relação à ramificação. Aparentemente, as frações M-EC12 e M-EP12 
tiveram essa proporção diminuída, o que sugere que um tempo maior de hidrólise 
poderia levar à hidrólise total destes polímeros, que a principio a cadeia principal 
estaria resistente à quebra. 
Porém, outra hipótese descrita por Barreto-Bergter e Gorin (1983), é que o 
derivado 3,4-Me2-Man é ácido-label e desta forma, estaria ocorrendo a sua 
degradação durante o processo de hidrólise, levando a uma baixa proporção deste. 
 
TABELA 9 – ANÁLISE POR METILAÇÃO DAS FRAÇOES R16PF-EC (M-EC) E 
R16PF-EP (M-EP) DE P. ostreatus var. florida 
Fração (mol %) 
Acetato de alditol 
parcialmente O-
metilado a 
M-EC6c M-EC12 d M-EP6 c M-EP12 d 
Tipo de ligação b 
2,3,4,6-Me4-Man 79,0 67,6 63,6 55,8 Manp – (1→ 
3,4,6-Me3-Man 13,8 24,5 19,2 23,7 2→) – Manp – (1→ 
2,4,6-Me3-Man 2,6 3,0 6,8 3,3 3→) – Manp – (1→ 
2,3,4-Me3-Man 2,7 2,7 1,3 3,5 6→) – Manp – (1→ 
3,4-Me2-Man 1,9 2,2 9,1 13,7 2,6→) – Manp – (1→ 
 
a Analisado em GC-MS, após metilação, hidrólise ácida total com ácido fórmico, redução (NaB2H4) e acetilação. 
b Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados. 
c Tempo de hidrólise de 6 horas;  
d Tempo de hidrólise de 12 horas 
 
Outra metodologia comumente utilizada é a hidrólise com ácido sulfúrico. A 
fração R16PF-EC foi submetida a esse processo por 14 horas a 100 ºC, levando a 
resultados condizentes com o esperado (Tabela 10), no qual foram observados os 
derivados parcialmente O-metilados referentes aos terminais não-redutores de α-D-
Manp (29,8 %), além dos derivados 2,3,4-Me3Man (4,0%), 3,4-Me2Man (34,0%), 







TABELA 10 – ANÁLISE POR METILAÇÃO DA FRAÇÃO R16PF-EP (M-EP) DE P. 
ostreatus var. florida 
Acetato de alditol 
parcialmente O-metilado a 
Proporção (%) Tipo de ligação b 
2,3,4,6-Me4-Man 29,8 Manp-(1→ 
3,4,6-Me3-Man 30,2 2→)-Manp-(1→ 
2,4,6-Me3-Man 2,0 3→)-Manp-(1→ 
2,3,4-Me3-Man 4,0 6→)-Manp-(1→ 
3,4-Me2-Man 34,0 2,6→)-Manp-(1→ 
 
a Analisado em GC-MS, após metilação, hidrólise ácida total H2SO4 a 100 ºC por 14 horas, redução (NaB
2H4) 
e acetilação. 
b Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados. 
 
 
De acordo com os dados obtidos, avaliados conjuntamente com a literatura, 
sugere-se que as mananas obtidas são constituídas por uma cadeia principal de α-
Manp-(1→6), parcialmente substituída em O-2 por cadeias laterais de diferentes 
tamanhos, as quais contêm unidades de α-Manp 2-O- e 3-O-substituídas. 
Mananas similares foram encontradas em EPS de outras espécies de 
Pleurotus estudadas no Laboratório de Química de Carboidratos, como P. eryngii, 
P.ostreatus var. H1 e P. citrinopileatus (KOMURA et al., 2008). Porém, tal estrutura 
não foi descrita, na literatura, para o basidioma e nem para o micélio obtido em 
cultura submersa de basidiomicetos. 
Além do gênero Pleurotus, há descrição da manana em estudo, para o EPS 
de Ganoderma tsugae (PENG et al., 2003). Mananas com diferentes estruturas são 
descritas para várias espécies de levedura, como Saccharomyces spp e Torulopsis 
spp. e foram obtidas através da acetólise parcial para a produção de 
oligossacarídeos. Desta forma, foi evidenciado que a cadeia principal de polímeros 
de muitas leveduras é formada por unidades de α-Manp (1→6)-ligadas (GORIN, 
1973; BARRETO-BERGTER; GORIN, 1983). 
A manana encontrada na fração R16PF-EP (M-EP), obtida a partir do cultivo 
submerso no meio POL, caracterizada estruturalmente foi submetida ao teste de 
efeito antinociceptivo e antiinflamatório, os resultados estão descritos no Item 4.4. 
Esta fração foi selecionada por apresentar maior rendimento em relação à manana 




4.3 EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DOS EXTRATOS OBTIDOS DO MICÉLIO EM 
CULTIVO SUBMERSO EM MEIO CZAPECK 
 
 
O micélio de P. ostreatus var. florida foi submetido a extrações aquosas 
(temperatura ambiente e água fervente) e alcalinas (NaOH 1%), desta forma, foram 
obtidos os seguintes extratos: Aquoso I (1,4 g), Aquoso II (3,4 g) e Alcalino N1  
(10,7 g), respectivamente (Figura 10). Estas massas correspondem a um rendimento 
de 3,9%, 9,5% e 29,7% para CW, HW e N1, respectivamente. 
 
 
FIGURA 10 – FLUXOGRMA DE EXTRAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DO 
MICÉLIO DE P. ostreatus var. florida 
  
Esses extratos foram fracionados e purificados de acordo com os métodos 
descritos anteriormente (Item 3.6). 
As extrações seqüenciais, partindo de condições mais brandas até condições 
mais drásticas, tem se mostrado uma maneira eficiente de extrair e fracionar 
polissacarídeos, pois a purificação é feita com frações com uma menor mistura de 
polissacarídeos. A partir das composições monossacarídicas, constatou-se que as 
extrações aquosas apresentam uma maior proporção de 3-O-Me-galactose em 
relação ao extrato alcalino. 
 
 
Extração aquosa temperatura ambiente 
(~28 ºC, sob agitação 
Extração alcalina (NaOH-1%), ~100°C 
Biomassa micelial de P. ostreatus var. florida (36 g) 
Extrato Aquoso I 
CW (1,4 g) 
 
Extrato Aquoso II 
HW (3,4 g) 
Extrato Alcalino NaOH-1% 
N1 (10,7 g) 








4.3.1 Purificação do Extrato Aquoso I 
 
 
A extração do micélio com água fria forneceu o extrato aquoso I (1,4 g), o qual 
passou por processos de purificação (Figura 11). 
 
 
FIGURA 11 – FLUXOGRAMA DE PURIFICAÇÃO DA FRAÇÃO CW  
 
 
Após os processos inicias de purificação, a fração SFCW foi selecionada para 
ser submetida a métodos adicionais de purificação. Inicialmente esta fração foi 
dialisada em sistema fechado, em membrana de 16 KDa, resultando nas frações 
retida (R16CW) e eluída (E16CW). Estas frações apresentaram-se heterogêneas 
(Figura 12), porém pode se observar que este método foi parcialmente eficiente no 





Diálise em membrana de 16 KDa 
Precipitação solução de Fehling 
Fração eluída  
E16CW (62 mg) 
Congelamento/ degelo 
Extrato Aquoso I (1,4 g) 
Fração insolúvel 
PCW (362 mg) 
Fração insolúvel 
PFCW (32 mg) 
Fração solúvel  
SCW (390 mg) 
Fração solúvel  
SFCW (349 mg) 
Fração eluída  
E16DCW  
Fração retida 
R16DCW (200 mg) 
Fração retida 
R16CW (260 mg) 
Fração eluída  
E10CW 
Fração retida 
R10CW (150 mg) 
Ultrafiltração em membrana de 10 KDa 














FIGURA 12 – PERFIS DE ELUIÇÃO DAS FRAÇÕES DERIVADAS DA 
FRAÇÃO SFCW POR HPSEC UTILIZANDO O DETECTOR 
DE ÍNDICE DE REFRAÇÃO 
 
Além disso, a análise de composição monossacarídica (Tabela 11), mostrou 
que a proporção das unidades de Gal e 3-O-Me-gal é maior na fração retida em 
relação à fração eluída. 
 
TABELA 11– COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS DO 
EXTRATO AQUOSO I DE P. ostreatus var. florida 
Composição Monossacarídica (mol%)a 
 
                           
Fração 
Fuc Man 3-O-Me-Galb Gal Glc 
CW - 20,5 14,3 11,4 53,8 
SCW - 12,7 8,3 10,3 68,7 
PFCW 5,0 54,8 11,1 16,7 6,3 
SFCW - 23,0 22,3 12,7 40,6 
E16CW - 13,8 1,5 10,1 71,9 
R16CW - 8,8 6,9 21,5 50,0 
R16DCW - 20,3 16,9 32,6 30,2 
E10CW - 8,1 2,5 4,5 84,9 
R10CW - 31 34 24,2 10,8 
 
aAnalisado em GC-MS após hidrólise ácida total (TFA 2M a 100 ºC por 6 horas), redução (NaB2H4) e 
acetilação. 
bConfirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190. 
 
A fração R16CW foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-13C (Figura 



























de Pleurotus ostreatus var. florida (SANTOS-NEVES, 2007). Além disso, foram 
observados os sinais em δ 99,9, 78,3, 73,3 e 60,8 referentes à α-glucanas (1→4)-























FIGURA 13 – ESPECTRO DE RMN-13C DAS FRAÇÕES R16-CW (A) E R10CW (B) 
MICÉLIO DE P. ostreatus var. florida OBTIDA EM MEIO CZAPECK 
                            Solvente: D2O a 30 ºC. Deslocamento químico expresso em δ (ppm) 
 
 
Desta forma, com o intuito de purificar a fração R16CW, esta foi tratada com 
α-amilase, e após diálise em membrana de 16 KDa, foram obtidas as frações eluída 
(E16DCW) e retida (R16DCW). Esta última por apresentar um perfil heterogêneo 














































































membrana de 10 KDa de limite de exclusão, a qual forneceu a fração retida R10CW, 
que apresentou-se homogênea, com uma massa molar de  










FIGURA 14 – PERFIS DE ELUIÇÃO DAS FRAÇÕES R16DCW E R10CW POR 
HPSEC UTILIZANDO O DETECTOR DE ÍNDICE DE REFRAÇÃO 
 
A fração R10CW foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-13C (Figura 
13B) e pode se observar que alguns sinais referentes ao glicogênio não foram 
evidenciados (δ 98,9, 73,3, 71-72 e 60,8), desta forma pode-se sugerir que o 
processo enzimático foi eficiente na purificação desta fração. 
Baseado nos dados da literatura foi possível determinar alguns sinais 
presentes neste espectro. Na região de carbono anomérico pode-se destacar os 
sinais em δ 101,6, 98,7, 98,3 referentes aos terminais não-redutores de β-D-Manp, α-
D-Galp 6-O- e 2,6-O-substituídas de α-D-Galp, respectivamente. Além disso, podem 
ser assinalados os sinais de CH2 dos terminais não-redutores de β-D-Manp em  
δ 61,2 e os sinais δ 66,8 e 66,5 referentes a C-6 livre confirmado pela inversão 
destes sinais por espectro de RMN-13C-DEPT. Os sinais em δ 56,8 e 56,4 referem-
se ao O-CH3 (SANTOS-NEVES, 2007).  
A Figura 15 mostra o espectro da manogalactana obtida neste trabalho 
(Figura 15A) e o espectro obtido por Santos-Neves (Figura 15C), nos quais, podem 
se observar que, apesar de muito semelhantes, um ponto que chama atenção são 




































































FIGURA 15 - ESPECTRO DE RMN-13C DA FRAÇÃO R10CW (A) E ESPECTRO DE 
RMN-13C-DEPT (B) DO MICÉLIO DE P. ostreatus var. florida; 
MANOGALACTANA DO BASIDIOMA DE P. ostreatus var. florida (C) 
SOLVENTE: D2O a 30 ºc. Deslocamento químico expresso em δ (ppm) 
 Figura B – Retirado de SANTOS-NEVES, 2007. 
 
Polímeros contendo manose e galactose são descritos para outras espécies 
de Pleurotus. Manogalactanas são descritas para o basidioma de Pleurotus 
ostreatus “florida” e P. ostreatoroseus (ROSADO et al, 2003b) e P. pulmonarius 



























































3-O-Me-α-D-Galp e α-D-Galp (1→6)-ligadas na cadeia principal com substituição em 
O-2 por unidades de β-D-Manp. 
A presença de unidades de 3-O-Me-α-D-Galp na estrutura de polissacarídeos 
é sugerida como típica para o gênero Pleurotus (ROSADO et al, 2003b). 
Desta forma, pode-se observar que a estrutura encontrada no micélio de P. 
ostreatus var. florida é similar à encontrada no basidioma de Pleurotus spp. Além 
disso, as manogalactanas descritas por Rosado et al. (2003b) apresentaram uma 
massa molar muito próxima à encontrada neste trabalho. 
 
 
4.3.2 Purificação do extrato aquoso II 
 
 
O material residual da extração aquosa a frio foi submetida a extração 
aquosa em banho fervente, pelo qual foi obtido o extrato aquoso II (3,4 g). Este 
extrato foi submetido a processos de purificação de maneira similar aos descritos 







FIGURA 16 – FLUXOGRAMA DE PURIFICAÇÃO DO EXTRATO AQUOSO II 
 
A fração sobrenadante de Fehling (SFHW) por apresentar maior rendimento, 
foi selecionada para a etapa posterior de purificação. Esta fração, quando analisada 
em HPSEC, mostrou-se heterogênea, e de acordo com o perfil de eluição 
apresentado (Figura 17), esta fração poderia ser purificada utilizando a diálise 
Diálise fechada em membrana de 
1000 KDa 
Precipitação solução de Fehling 
Congelamento/ degelo 
Extrato Aquoso II (3,4 g) 
 
Fração solúvel  




PFHW (50 mg) 
 
Fração solúvel  










fechada em membrana de 1000 KDa de limite de exclusão. Desta forma, a partir 
deste processo foi obtida uma fração eluída (EMHW) e uma fração retida (RMHW), 
esta última apresentou um perfil homogêneo em HPSEC (Figura 17) e composta 













FIGURA 17 – PERFIS DE ELUIÇÃO DAS FRAÇÕES SFHW E RMHW POR HPSEC 
UTILIZANDO O DETECTOR DE ÍNDICE DE REFRAÇÃO 
 
 
TABELA 12 – COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS DO 
EXTRATO AQUOSO II DE P. ostreatus var. florida 
Composição Monossacarídica (mol%)a 
 Fração 
Man 3-O-Me-Galb Gal Glc 
HW 13,4 8,4 6,9 71,3 
PHW 6,1 Tr 4,9 89,0 
SHW 9,2 4,9 3,7 82,2 
PFHW 2,9 1,7 2,5 90,8 
SFHW 3,3 2,5 2,9 91,3 
RMHW - - - 97,8 
EMHW 5,5 5,7 8,8 75,7 
 
aAnalisado em GC-MS após hidrólise ácida total (TFA 2M a 100 ºC por 6 horas), redução (NaB2H4) e 
acetilação. 























A fração RMHW foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-13C (Figura 
18A) e mostrou-se idêntica ao espectro do glicogênio (Figura 18C), no qual os sinais 
em δ 78,3 e 77,6 referem-se ao C-4 das unidades 4-O-ligadas e C-6 livres em δ 60,9 
STANEK; FALK; HUBER, 1998). Este último confirmado pela inversão deste sinal no 






















FIGURA 18 – ESPECTROS DE RMN-13C DAS FRAÇÕES RMHW DO MICÉLIO DE 
P. ostreatus var. florida OBTIDA EM MEIO CZAPECK (A), ESPECTRO 
DE RMN-13C-DEPT (B) E PADRÃO DE GLICOGÊNIO (C). 
                       *Região do C-6 livre 
















































Os dados anteriores foram confirmados por resultados de metilação (Tabela 
13) no qual foram observados os derivados 2,3,4,6-Me4-Glc, 2,3,6-Me3-Glc e 2,3-
Me2-Glc, dos terminais não-redutores, das cadeias e dos pontos de ramificação, 
respectivamente. 
 
TABELA 13 – ANÁLISE POR METILAÇÃO DA FRAÇÃO RMHW DE P. ostreatus 
var. florida 
Fração (mol %) Acetato de alditol 
parcialmente O-metilado a RMHW 
Tipo de ligação b 
2,3,4,6-Me4-Glc 8,2 Glcp – (1→ 
2,3,6-Me3-Glc 80,0 4→) – Glcp – (1→ 
2,3-Me2-Glc 11,8 4,6→) – Glcp – (1→ 
 
a Analisado em GC-MS, após metilação, hidrólise ácida total com ácido fórmico, redução (NaB2H4) e acetilação. 
b Baseado nos derivados acetilados parcialmente O-metilados. 
c Tempo de hidrólise de 9 horas 
 
O Glicogênio encontrado na fração RMHW apresentou uma massa molar de 
1,1.106 g.mol-1 (0,8% de probabilidade de erro), sendo que esta estrutura é um 
polímero de reserva típica de fungos, encontrado inclusive no basidioma de 
basidiomicetos (GRIFFIN, 1994). 
Além desta fração, o glicogênio foi encontrado como “contaminante” nas 
frações derivadas do extrato aquoso a frio (descrito anteriormente) e no extrato 
alcalino que será descrito a seguir. 
 
 
4.3.3 Purificação do Extrato Alcalino N1 
 
 
Após a extração do micélio com água em banho fervente, o material residual 
foi submetido à extração com solução de NaOH 1 % a 60 ºC, desta forma foi obtido 



























FIGURA 19 – FLUXOGRAMA DE PURIFICAÇÃO DA FRAÇÃO N1 
 
O processo de purificação mostrou que desde o início, este extrato 
apresentou altos teores de glucose (Tabela 15). A fração SFN1 foi selecionada para 
posterior processo de purificação por apresentar maior rendimento. 
 
TABELA 15– COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES OBTIDAS DO 
EXTRATO ACALINO I DE P. ostreatus var. florida 
Composição Monossacarídica (mol%)a 
 Fração 
Fuc Xyl Man 3-O-Me-Galb Gal Glc 
N1 2,6 2,0 7,7 3,6 - 84,1 
PN1 - 1,4 2,5 - 1,7 94,0 
SN1 1,7 1,8 4,2 - - 90,6 
PFN1 1,6 4,3 7,2 - 1,0 85,6 
SFN1 - 3,9 3,7 - 1,6 90,4 
RDN1 - - 1,6 - - 98,4 
 
aAnalisado em GC-MS após hidrólise ácida total (TFA 2M a 100 ºC por 6 horas), redução (NaB2H4) e 
acetilação. 
bConfirmado pelos fragmentos de massa m/z 130 e 190. 
 
 
A fração SFN1 foi analisada quanto ao seu espectro de RMN-13C e 
apresentou os sinais em δ 99,7, 98,4, 77,6, 73,3, 71,7, 71,2, 69,7 e 60,9 que 
sugerem a presença de glicogênio (Figura 20A). Com o intuito de eliminar o 
Precipitação solução de Fehling 
Congelamento/ degelo 
Extrato Alcalino (10,7 g) 
 
Fração solúvel  
SN1 (2,3 g) 
 
Fração insolúvel 
PN1 (3,2 g) 
Fração insolúvel 
PFN1 (70 mg) 
Fração solúvel  
SFN1 (1,4 g) 
Fração retida 
RDN1 (338 mg) 
 
Fração eluída  
EDN1 




glicogênio presente nesta fração, foi realizada uma degradação enzimática com  
α-amilase e após o tratamento enzimático, o material foi dialisado fornecendo uma 





















FIGURA 20 – ESPECTROS DE RMN-13C DA FRAÇÃO SFN1 (A); RDN1 (B) E RMN-
13C-DEPT (C) DO MICÉLIO DE P. ostreatus var. florida OBTIDA EM 
MEIO CZAPECK 
                              Solvente: D2O a 30 ºC. Deslocamento químico expresso em δ (ppm) 
 
Nesta fração pode-se observar a diminuição de sinais característicos de 
glicogênio (Figura 20B), mostrando que o método de purificação foi eficaz na 





























































































apresenta uma glucana do tipo β(1→3)-ligada, devido ao sinal em δ 102,4, 
caracterizando a configuração do tipo β e o sinal em δ 84,4, característico para C-3 
ligado de unidades de glucose. Além disso, os sinais em δ 68,8 e 60,7 referem-se 
aos sinais de C-6 substituídos e C-6 livres, respectivamente (Figura 20C) 
(CARBONERO et al., 2005). Porém analises complementares como metilação, 
degradação de Smith, devem ser realizadas para desvendar a estrutura fina desta 
glucana. 
No trabalho realizado por Santos-Neves et al. (2008b) com o basidioma de P. 
ostreatus var. florida foi caracterizada uma glucana, capaz de formar géis em baixa 
temperatura, de cadeia principal formada por unidades de α-D-Glcp-(1→3)-ligados, 
parcialmente substituída em O-6 por unidades de β-D-Glcp, sendo que parte desta 
ramificação é formada por três unidades de β-D-Glcp-(1→3)-ligados (SANTOS-
NEVES et al., 2008b). 
Outra glucana descrita para o mesmo basidiomiceto é composta por α-D-Glcp-
(1→3)-ligadas, parcialmente substituídas em O-6 por unidades de β-D-Glcp a cada 
quatro unidades da cadeia principal (SANTOS-NEVES, et al., 2008a). 
As glucanas são homopolímeros que apresentam estruturas extremamente 
diversas, sendo ramificadas ou lineares e podendo apresentar comportamentos 
distintos, como propriedade de formar géis, e insolubilidade em água fria. Portanto 
merecem um estudo muito detalhado com relação à caracterização de sua estrutura, 
uma vez que a generalização desta leva a simplificações que geram descrições 
errôneas destes polímeros. Além disso, quando se tem o objetivo de estudar os 
mecanismos de ação destes polímeros, esse cuidado se torna ainda mais 
importante, uma vez que em estudos de atividades biológicas diversas é observado 
que a estrutura química destas glucanas é de extrema importância no efeito 











4.4 TESTE DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIINFLAMATÓRIA 
 
 
A administração intraperitoneal de M-EP (manana obtida a partir do cultivo em 
meio POL – fração R16PF-EP), foi testada nas doses de 1, 10 e 100 mg/Kg, 30 min. 
antes da injeção de ácido acético como agente irritante. 
O polissacarídeo M-EP causou uma inibição da resposta nociceptiva induzida 
pelo ácido em 91 ± 7% na dose de 100 mg/kg (Figura 18 A). A dose calculada de M-
EP necessária para inibir 50% das contorções (ID50) foi de 19,6 (9,1- 42,1) mg/Kg.  
No entanto, M-EP (1-100 mg) não foi capaz de inibir a migração de leucócitos 
(migração de células totais) e nem a permeabilidade capilar (extravasamento do 
corante Evan’s Blue) induzidas pelo ácido acético (Figuras 18 B e 18 C), ou seja, 
não apresentou ação antiinflamatória. 
 






0.6% Acetic Acid (450 µl, i.p.)
ID50 = 19.6 (9.1-42.1) mg/kg



























































FIGURA 21 – EFEITO DE M-EP (1-100 mg/Kg, I.P.) SOBRE AS CONTORÇÕES 
ABDOMINAIS (A), INFILTRAÇÃO DE LEUCÓCITOS (B) E 
EXTRAVASAMENTO DO CORANTE EVAN’S BLUE (C) INDUZIDAS 
POR ÁCIDO ACÉTICO EM CAMUNDONGOS.  
                            Os resultados estão expressos como a média ± erro padrão; n = 6-8 animais por 
grupo. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. Controle (C), e #p<0,001 vs. salina (Sal), 
ANOVA seguido por teste de Newman-Keuls. 
 
A ação antinociceptiva e/ou antiinflamatória de polissacarídeos isolados do 
basidioma de basidiomicetos foi estudada recentemente. A partir de Lentinus 
edodes, foi isolada uma fucomanogalactana, a qual possui uma cadeia principal de 
unidades de Galp ligadas (1→6), parcialmente substituída por Manp e Fucp em O-2, 
sendo que este polímero inibiu totalmente a nocicepção com uma dose de  
100 mg/kg. Além disso, nesta mesma dose, este polímero foi capaz de diminuir a 































 Inibição: 91 ± 7% 
DI50 > 19,6 (9,1 – 42,1) mg/kg 
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permeabilidade capilar peritoneal em 76% e inibiu completamente a infiltração 
leucocitária, ou seja, apresentou atividade antiinflamatória (CARBONERO et al., 
2008).  
Outro polissacarídeo que foi avaliado quanto a estas atividades foi uma 
manogalactana com cadeia principal formada por unidades de α-D-Galp-(1→6) e 3-
O-Me-α-D-Galp, sendo parcialmente substituída em O-2 apenas por terminais não 
redutores de Manp, a qual foi isolada do basidioma de Pleurotus pulmonarius. Esta 
molécula inibiu em 93% a nocicepção induzida por ácido acético com a dose de  
30 mg/kg (DI50 = 16,2 mg/kg) e não apresentou atividade anti-inflamatória 
(SMIDERLE et al., 2008a).  
A β-glucana com cadeia principal β-Glcp-(1→3), substituída em O-6 a cada 
três unidades da cadeia principal por terminais não redutores de β-Glcp obtida do 
cogumelo citado anteriormente também foi submetida ao mesmo teste. Este 
polímero inibiu em 85% a nocicepção induzida por ácido acético com a dose de  
3 mg/kg (DI50= 1,26 mg/kg). Além disso, promoveu a redução da infiltração de 
leucócitos (migração de célula total) induzida por ácido acético. O DI50 foi de  
1,19 mg/kg, a inibição foi de 82% com uma dose de 3 mg/Kg. Porém, a 
administração desta molécula foi capaz de reduzir em apenas 37% (3mg/Kg) a 
permeabilidade capilar abdominal (extravasamento do corante Evans Blue) 
(SMIDERLE et al., 2008b). 
O estudo de frações polissacaridicas puras e caracterizadas quanto a sua 
estrutura química é, portanto, um passo importante para o entendimento dos 







Após as análises dos resultados obtidos podem ser propostas algumas 






A produção de EPS e biomassa micelial de Pleurotus ostreatus var. florida 
nos meios de cultivo CZAPECK (EPS: 530 mg.l-1, Biomassa: 3 g.l-1 ) e POL  
(464 mg.l-1; Biomassa: 2,2 g.l-1) apresentaram baixo rendimento, quando 
comparados com dados da literatura. 
 
 
CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DO EPS: 
 
A partir dos EPSs obtidos em cultivo submerso do micélio de P. ostreatus var. 
florida nos meios CZAPECK e POL foram caracterizadas mananas similares, 
independente do meio em que o micélio foi crescido. Estes polímeros apresentaram-
se compostos por uma cadeia principal formada por α-Manp-(1→6)-ligadas, 
parcialmente substituída em O-2 por cadeias laterais de diferentes tamanhos, as 
quais contêm unidades de α-Manp 2-O- e 3-O-substituídas e uma massa molar de 
3,9.104 g.mol-1e 4,6.104 g.mol-1, para as mananas obtidas a partir dos meios 
CZAPECK e POL, respectivamente. Tal estrutura não foi descrita para o basidioma 
de Pleurotus spp; 
 
 
CARACTERIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS EXTRATOS OBTIDOS DO MICÉLIO: 
 
A manogalactana presente no extrato aquoso a frio é similar à encontrada no 





A partir do extrato aquoso foi isolado o polímero de reserva típico de fungos – 
glicogênio, de massa molar de 1,1.106 g.mol-1; 
No extrato alcalino foi detectada a presença de uma β-glucana-(1→3)-ligada, 
a principio com pouca similaridade com as estruturas descritas para o basidioma. 
 
 
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTIINFLAMATÓRIA: 
 
A manana obtida pelo cultivo em meio POL (M-EP) apresentou atividade 
antinociceptiva, causando uma inibição da resposta nociceptiva induzida pelo ácido 
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